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Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Kultivierung von Zellen in einem Bioreaktor. 
Die Anwendungsgebiete des der Erfindung zugrunde liegenden Bioreaktors sind die medizinisch angewandte 
Forschung sowie die pharmazeutische Industrie. 

Urn Saugerzellen effizient in vitro kultivieren zu kdnnen, mOssen die Kulturbedmgungen den in vivo Bedin- 
gungen weitgehend angepaBt sein. Neb n konstantem pH-Wert und konstanter Temperierung sind hier unter 
anderem eine optimale Nahrstoffversorgung, eine angepaBte Sauerstoffversorgung, Zell-Zell-Kontakt, erne 
gleichmaBige Abfuhr von Stoffwechselprodukten und eine Zelltrumraerbeseitigung entscheidend. Diesen Anfor- 
derungen kommen Kultursysteme, in denen der extrakapillare Raum von DialysekulturgefaBen (z. B. Hohlfaser- 
natronen^ als Kulturraum fur die Zellen benutzt wird, am nachsten. Solche DialysekulturgefaBe sind in den 
verschiedensten Variationen beschrieben worden (US-PS 4220 725, 4391 912, 4647 539; DE-PS 24 31 450). 

Permanent wachsende Zellinien und proliferierende Primarzellen kdnnen in derartigen KulturgefaBen auf- 
grund der guten Ver- und Entsorgung annahernd Gewebezelldichten erreichen, wodurch Zellverbande mit 
SDezifischem optimalen Mikroklima entstehen. Im Kulturraum lassen sich dadurch hohe Konzentrationen der 
Zellorodukte (rekombinante Proteine, monoklonale Antikdrper, Wachstumsfaktoren u. a.) erreichen- Diese Pro- 
dukte kdnnen dann aus den Zellkulturen gewonnen werden. Die auf diesen KulturgefaBen basierenden Bioreak- 
toren sind fur die Massenkultivierung jeweils eines Zelltyps (permanente Zellinie, proliferierende Primargewebe 
u. a.) optimiert Das Funktionsprinzip der DialysekulturgefaBe machte ihren Einsatz als Organersatz (kunstliche 
on Niere) in der Medizin mdglich. 

Aus der EP 230 223 A2 ist ein Verfahren zur Perf usionskultivierung bekannt, dessen Kulturkanunereinheiten, 
die sich auf eine einheitliche Zellart beziehen, nicht in Wechselwirkung miteinander treten kdnnen. Diese sind 
mit einer gaspermeablen Wand bzw. einem Gasabscheider versehen, wodurch Kulturicammereinheit und Bega- 

25 S ^n wekerer o^ Bioreaktor wirdz.Rin der US-PS 4 242 460 in Form eines Pankrasmodells 

vorg stellt Zellkulturvorrichtungen, in denen mehrere derartige Kulturmodule in einem gememsamen Versor- 
gunlskreislauf integriert sind und in denen die PorengroBe der den Versorgungskreislauf und die Kulturraume 
trennendenMembranvariierbarbt,smdbishermchtbeschrie 
Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren und eine Kulturvorrichtung zu entwickeln, nut deren 
30 Hilfe zum einen relevante Produkte aus verschiedenen SaugerzeUen in einem Kulturansatz hergesteflt und zum 
anderen die biologische EinflOsse verschiedenartiger Saugerzellen (PrimarzeUen, Gewebe a a.) auf einander im 
Sinne von Organwechselwirkungen auf humoraler Ebene untersucht werden kdnnen. 

ErfindungsgemaB wird die Aufgabe dadurch geldst, daB unterschiedliche SaugerzeUen gleichzeitig m mehre- 
ren separaten KulturgefaBen in einen gemeinsamen Versorungskreislauf gebracht und die Saugerzellen in den 
35 separaten GefaBes kultiviert werden und der zell-besiedelte Raum jedes separaten KulturgeflBes durch in der 
PorengroBe variierbare zell-rflckhaltende Membranen von dem Versorungskreislauf getrennt ist 

Als separate Kulturgef aBe fmden mehrere Module, wie Hohlfasermodule, Verwendung und die Saugerzellen 
- wie PrimarsaUgerzeUen, Gewebestukturen von Saugern, entartete Saugerzellen, permanent wachsende 
SaugerzeUinien oder gentechnisch modifizierte SaugerzeUen bzw. -zellinien - die zum Sezernieren, Freisetzen 
oder Umsetzen von ZeUprodukten oder Interaktionsfaktoren befahigt sind, werden in zeU-besiedelten Raumen 
kulltiviert* 

In WeiterbUdung der Erfindung werden die Zellprodukte in den zeU-besiedelten Raumen angereichert und/ 

° d Dirin^r^tioi^^toren werden vorteilhaft in Abhangigkeit von ihren Eigenschaften auf das jeweils gleich- 
zeitig kultivierte GeftB Obertragen und rufen dort definierte biologische Wirkungen hervor. 

D^ Kulturgef aBe mit Primarzellen und Gewebestrukturen werden nach der Erfindung als in vitro-Organmo- 
deUe verwendet, die in ihrer gegenseitigen Beeinflussung Organwechselwirkungen auf humoraler Ebene nach- 

V °Hn e weiterer Gegenstand der Erfindung bezieht sich auf eine Vorrichtung zur Kultivierung von Zellen, 
bestehend aus einem kontrolliert mit Frischmedium beschickbaren KonditionierungsgeftB, einem Oxygenator 
und einer zum FluBrichtungswechsel befahigten Pumpe. Die zeU-besiedelten Raume separater KulturgefaBe, die 
gemaB der Erfindung mit unterschiedUchen Saugerzellen bestQckt sind, sind paraUel bzw. m Reihe geschaltet m 
einen Versorgungskreislauf integriert und die zeU-besiedelten Raume der KulturgrdBe sind durch m der Poren- 
grdBe variable Membranen unabhangig , vom Versorgungskreislauf miteinander verbunden. 

Die biophysikaUschen Parameter im System werden bei Zu- und Abschalten einzelner KulturgefaBe durch 
Bypass-Module konstant gehalten. 
Die Erfindung v/ird anhand der Zeichnung naher erlautert Hierbei zeigt 
Fig 1 eine schematische Darstellung der Vorrichtung nach der Erfindung; 

Fig! 2 eine schematische DarsteUung einer Mikrofiltrationsmembran, welche unabhangig vom Versorgungs- 
kreislauf mit zeU-besiedelten Kulturraumen anderer Module in Verbindung steht, und 
Fig 3 die vergrdBerte schematische Darstellung einer Fasermembran. 

Der durch den interkapillaren Raum der Module verlaufende Versorgungskreislauf besteht gemaB Fig. 1 aus 
einem temperierten KonditionierungsgefaB 1, einem Oxigenator 2 und einer Zirkulationspumpe 3 In das 
KonditionierungsgefaB wird dosiert Frischmedium zugefQhrt 4 und verbrauchtes Medium aus mm abgefQhrt 5. 
Mittels Oxigenator 2 wird das Medium mit Sauerstoff versorgt 6. Die Pumpe gewahrleistet erne standige 
Medienztrkulation mit gleichgerichteter oder periodisch wechselnder FluBrichtung im Versorgungskreislauf. 
Die einzelnen Module (z. B. 7 und 9) sind in Reihe oder parallel geschaltet in den Kreislauf integriert und konnen 
durch Ventile (x) separat zu- bzw. abgeschaltet werden. Jedem zur Kultivierung vorgesehenen Hohlfasermodul 
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kann ein Bypass- Modul (z. B. 8 zu 7 und 10 zu 9) zugeschaltet werden. Der zell-besiedelte Raum der Module 12 
ist durch eine zell-rtickhaltende Membran vom Versorgungskreislauf 13 getrennt Er kann des weiteren ub r 
eine MikrofUtrationsmembran 11 unabhangig vom Versorgungskreislauf mit zell-besiedelten Kulturraumen 
anderer Module in Verbindung stehen. Die PorengrdBe der Fasermembran 14 in den Modulen wird je nach 
Aufgabenstellung im Bereich von weniger als 1000 Dalton bis Qber 0,2 Mikrorneter variiert (Fig. 3). Bei der 
Herstellung von Zellprodukten im zell-besiedelten Raum werden Dialysemembranen mit sehr geringen Poren- 
grdBen, auf alle Falle aber kleiner als die zu g winnenden Zellprodukte, eingesetzt Bei der Modellierung von 
Organwechselwirkungen auf humoraler Ebene wird eine fQr wichtige Interaktionsfaktoren (Mediatoren, Wachs- 
tumsfaktoren, Stoffwechselprodukte u. a.) permeable Membran gewahlt 

Unter "Saugerzellen" im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden Primarsaugerzellen, Gewebestrukturen 
von SSugern, entartete Saugerzellen, permanent wachsende Saugerzellinien oder gentechnisch modifizierte 
Saugerzellen bzw. -zellinien verstanden. Unter "KulturgefaBen" im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden 
alle in vitro-KulturgefaBe verstanden, in denen der von den Saugerzellen besiedelte Raum durch eine zell-rGck- 
haltende Membran vom Versorgungskreislauf getrennt ist 

Unter "Bypass-Modul" im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden alle GefaBe und Konstruktionen 
verstanden, welche die biophysikalischen Parameter des durch das jeweilige Bypass-Modul zu ersetzenden 
KulturgefaBes simulieren kdnnen. 

Unter "Zellprodukten" im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden alle von den Saugerzellen selbstandig 
produzierten und fQr die Medizin oder Forschung nutzbaren Stoffe verstanden, z. B. Antikorper, Hormone, 
Faktoren, Enzyme, rekombinante Protein oder andere Stoffwechselprodukte. 

Unter w Interaktk>nsfaktoren w im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden alle von den kultivierten Zellen 
sezernierten, f reigesetzten und umgesetzten Stoffe, Faktoren, Bestandteile und andere Stoffwechselprodukte — 
unabhangig von ihrer Art und Herkunf t — verstanden, wobei die Sezernierung, Freisetzung bzw. die Umsetzung 
unter den verschiedensten Bedingungen erfolgen kann. Unter "Organwechselwirkungen auf humoraler Ebene* 
im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden alle durch die Interaktionsfaktoren hervorgerufenen gegenseiti- 
gen Be influssungen der Saugerzellen in den einzelnen Kulturgef aBen verstanden. 

Di vorliegende Erfindung ermoglicht die gleichzeitige Kultivierung verschiedenartiger Saugerzellen, wie 
z. B. Primarzellen, Gewebestrukturen und permanente Zellinien, in KuhurgefaBen, z. B. Hohlfasern eines Biore- 
aktors, wobei die unterschiedlichen Zelltypen jeweils in dem extrakapillaren Raum eines Moduls kultrviert 
werden, indem die Module parallel oder in Reihe geschaltet in einen gemeinsamen oxigenierten Versorgungs- 
kreislauf integriert werden. Durch Variation der PorengrdBe der die Kulturraume und den Versorgungskreislauf 
abtrennenden Membran kdnnen Zellprodukte in den extrakapillaren Raumen separat zuruckgehalten, darin 
produziert und daraus isoliert werden. Des weiteren kdnnen durch entsprechende Veranderung der PorengrdBe 
Interaktionsfaktoren in den Versorgungskreislauf eingebracht werden. Dadurch ist die gegenseitige Beeinflus- 
sung d r verschiedenartigen Saugerzellen Ober den gemeinsamen Versorgungskreislauf als Modell von Organ- 
wechselwirkungen auf humoraler Ebene mdglich. 

Mit der vorliegenden Erfindung wird der medizinischen Forschung und der Biotechnologie ein universe lies 
Kultursystem zur VerfQgung gestellt, in dem einerseits relevante Produkte aus verschiedenen Saugerzellen in 
einem Kulturansatz gleichzeitig, aber voneinander getrennt, hergestellt und andererseits die biologischen Ein- 
flusse verschiedenartiger Saugezellen aufeinander im Sinne von Organwechselwirkungen auf humoraler Ebene 
untersucht werden kdnnen. 

Ausfuhrungsbeispiel 

Eingesetzte Zellinien: 

(A) — Mensch-Maus-Heterohybridom 

(B) — murines Hybridom 

Produkt: 

(A) — humaner monoklonaler IgM- Antikorper 

(B) — muriner monoklonaler IgG- Antikorper 

Medium: 

Basalmedienmischung 1 : 1 IMEM und Ham's F12 fur den Versorgungskreislauf 
Basalmedienmischung (s. oben) sowie 23% FCS und 2 g/I Humanserumalbumin fur die Zellkulturraume 

Kulturbedingungen: 

pH 7,0, pO 2 — 70% Luftsattigung, Temperatur 37° C, Medienzirkulationsgeschwindigkeit — 700 ml/min 

Aufbau 

In den Versorgungskreislauf eines CELL-PHARM-l-Bioreaktors wurden zwei parallel geschaltete DiaCap 
1^-DialysehohlfasermoduIe mit einer effektiven Filterflache von \2 m 2 eingebaut In die extrakapillaren Raume 
der Module wurden unabhangig voneinander je 10 8 Zellen der Hybridome (A) und (B) eing impft Die Kultivie- 
rung erfolgte Qber einen Zeitraum von 27 Tagen. An 10 Tagen wurden separate Produkternten aus den 
xtrakapiliaren Raumen vorgenommen. Die Proben wurden auf die Vitalitat der ausgeschwemmten Zellen, die 
Antikorperproduktion und die Kontamination mit dem jeweils anderen Antikorper untersucht Des weiteren 
wurden periodisch Proben aus dem gemeinsamen Versorgungskreislauf auf die Anwesenheit der Antikorper 
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Verwendete Bezugszeichen 

Rg. J: Schema desKuitursystems 

1 KonditionierungsgefaB 

2 Oxygenator 

3 Zirkulationspumpe 

4 ZufuhrvonFrischmedium 

5 Abfuhr von verbrauchtem Medium 

6 Sauerstoffzufuhr 

7 Modul 
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8 Bypass-Modul 

9 wie7 
10 wie8 
X Ventile 
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12 Zell-besiedeJter Raum 

13 Versorgungskreislauf 



14 Membran(schematisch) 
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